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Abstract 


An improvement in the preparation of a vaccine adsorbed by a gel of calcium phosphate, by contacting an 
antigen with an aqueous gel obtained by reacting an aqueous solution of dibasic sodium phosphate with an 
aqueous solution of calcium chloride, wherein the calcium chloride solution is poured as rapidly as possible, 
within less than 3 minutes, into said phosphate solution, in a proportion substantially equal to 1 mol 
P04HNa2 for 1 mol CaCI2, under stirring; the mixture thus obtained is still stirred while its pH is adjusted to 
a value very near 7, and the gel formed is subsequently decanted and washed. 
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Phat. da caiclua. EllatLflf ^ n ° tamMnt "* *• «•» » Phoa- 
vaau g.1 a, ca typa. ^aoclns adsorbSs par- 

• * ,„.„* :^: o - ~ J^™- P*-t. Wvanta^ 

* srandas ,uantit« s d . vaeelfts Tt^s ' u ST! r ° rB "' 

cesaitgs inmadiafces j i„ s P«°»>i« ou autras nS- 

penoant pluai 8urs £L I! »•*««" atabia. 

o.. co„ wlaa aes ,r:rx*:r rBi, " M 

sairea ayant Stg effeefcuS* a « ^uzxon, lea titragea. nSces- 

« caa raisona, le , ZlZTJ^rTrATT^ 

.travau* qul n . ont ait 1'obj.t a lffSrent!1 

•» affet, la „„ adapts a« a v,r Satisfals «« • 

aifricilamant adaptable > , ■« „ OI ^ ar lea antlgenaa ou d'etre 

certain oro- 

prepare par la ^t^r ^ gel - calcium 

pa-cti par la metfcode connue de Tiselius o * ^- 

forms de brushit* rtAB , -, t t UUa » c 'est-a-dire un gel 

PO HC* » o . Phosphate eat sous la forme de . 

*0 4 HCa.2H 0. Cependant, Kerne sous cette f flnM , T ' 

cium, c»est ceiui , . ^. ^ ae P nos Pb-ate de cal- 

' ceiul W fait I'objet. du brevet beige n° 721 1*11 
qux conaiate t prSeipiter le phosphate au sein df, V «w ' 
nant 1'anfcigene. ^Paate au sexn d«un milieu center 



35 



Prsp^atiln 8 ^" a ^:^« ^ P-fectionne^ent dan. l a 

adsorbents t,«„«=^«. ^ ^ ^ a ^^enir des gels fortement 

bles t \ Van \-»^ire a des vaccins tree ooncentrSa et sta- 

; n ° D '^^r 10 " ne *° nne UeU ^ a — irritation ni co^pii- 
l^nventi! ' I ^ ^^te de calcium, suivant 

tion "t Stre UtUiSS P ° Ur ^^aorption apris a p rSp " ra - 
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Le procSdg pour la preparation d'un gel de phosphate de cal- 
cium, suivant 1' invention, par melange d«une solution de phosphate 
disodique et d'une solution de chlorure de calcium, aqueuses, est 
caractSrisS.en ce que la solution de chlorure de calcium est intro- 
5 duite trSs rapidement dans celle de phosphate disodique, corttinuel- 
leraent agit$eV Cette introduction doit etre effect uee aussi vite 
que possible, en tous cas, eh moins de. 3 minutes. ' - 

L'invention rSsulte de la constatation surprenante que l f ad- \ 
jonction tres rapide de sel de calcium conduit 3. un phosphate de 
10 calcium different de la brushite et des phosphates dibasiques qui * ! 

3e forment, lorsqu'une solution aqueuse de chlorure de calcium est 
ajout^e progressivement, sous agitation, 3. une solution de phos- | 
phate disodique. En effet, le phosphate, constituent le gel suivant I 
l f invention, pr6sente une composition chimique plus voisine du 



15 



phosphate tricalcique (PO^^Ca^, tandis que les phosphates, utili- 
ses jusqu^ present pour 1" adsorption de vaccins, presentaient la 



composition de la brushite PO^HCaou voisine. Lorsque le mSlange 
. est effectug avec la grande rapiditS prSvue par l 1 invention, une ! 
partie des ions phosphoriques restent en solution, le prSoipitS ! 
20 . Stant plus riche en calcium que ne le voudrait la theorie, meme si 
les proportions de phosphate disodique et de chlorure de calcium 
de depart sont 6quimoleculaires. 

La molarity des solutions mises en oeuvre, suivant l'inven- I 

i 

tion, peut etre av ant ageus erne nt comprise entre 0,01 et 0,5, les ) 
25 valeurs prSfSrSes Stant de 0,05 & 0,1. Dans ces limites, la solu- [ 
tion aqueuse de chlorure de calcium peut' avoir une concentration 
diff6re,nte de celle du phosphate disodique, mais sa quantitS est 
telle qu T on ait,' dans le mSlange final, sensiblement 1 mole de 
l*un pour 1 mole de l 1 autre des rSactifs. 
30 Bien que la dur§e d'adjonction du sel de calcium au phosphate 

4isodlque puisse atteindre environ 3 minutes, ±1 est prefSrable 
qu'elle # ne d£passe pas 1 minute; D T excel lent s resultats aont. obte- 
nus lorsqu'on op8re avec des volumes teis qu^il soit possible de 
verser instantanSment la solution aqueuse de CaCl 2 dans celle de 
35 phosphate disodique, Ainsi, avec des volumes de l»ordre de 50 i, 
il est possible de realiser le mSlange $n I'espace de 2 1 30 se- 
condes . 

Un mode opSratoire pratique consiste £ mettre la solution de 
phosphate disodique dans un recipient ou bassine, muni d'un moyen 
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calcium , pfendanfc , ette ! P Lt"or^ reSPOn<3ant ^ ° hl0rUre ^ 
fonctionnement, 8t ^ aon£^ J ""^ d ' asitafcion 8 ^t en . 

sont obtenus par 1 • application d'un viW ^ T f V ° rables 
et^e Sgalement effeatuee ayec d'aut^f^' ! 1 agitation 
*ateur a palettes ou un tu^^^^^* 1 *'- >*- 
Une autre caractSristique ImDortan^ - 

*ue possible apres 1-addition du ^Z. 9 ^S 

le pH est amene" a one valeur Sgale bn SI S T A °* ' 

ticuli$re»e n t 6 8 17 2 it- V V voisme de 7, plus par- 

ajustement se rait \ 1^ T~ ? & M Cat 
- eent^on p^e\e sl^ ^ — - - 
Comme prScisS plus haut,: le- regUge du pH doit suivre d'aussi 
. Pr*s qua poseibie ^introduction du CaCl, dans la solution accuse 
de phosphate disodique * pratique*^,, i! convient qu e ct > £Z e l ■ 

Pour avoir des meilieurs rSsultats, il. eat preferable que 1'ajuf- 

llTTa f of SOit Wdiat * ''-^Mu'il ait lieu pendant 
les 30 a 90 secondes qui suivent la preparation du melange. 

tes- operations, dScritea. plus haut,, sont effect uees. 4 des 
te^eratures pcuvant varier entre 5° .et Wc. ; pratiquement , elles 
25 peuvent etre rgalisSes a la temperature ambiante. 

Par la suite, on laisse reposer le melange jusqu'a ce que le 
volume sumageant, clair, :atteigne 8o a 96% du volume total. Ce 
repos peut avoir lieu a la temperature ordinaire ou en glaciers ' . 

30 2 tT* <T 6gn6ra1 ' I 6 a ' 18 ^ l^uide surnageant est ' ! 

■A" alors dScanfee. 1 j 

I.»eocamen du gel obtenu et du .liquide separg montre que la 
totalitS du calcium initial s« retrouve dans: le phosphate precipi- 
t€, alors qu'une part ie. des ions Po 4 restent eh solution dans le ' 
liquide. clair accompagnant le gel. Cette demiSre caracteristique 
35 constitue un indice d'une precipitation conforme a la prgsente 

invention, conduisant au nouveau gel de phosphate voisin du phos- 
phate tricalcique, qui prSsente les proprigtSs amSliorSes. expo- 
aees plus haut. 

I* gel, aprSs la decantation du liquids clair, eat additionng 
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d T une solution de cttlorure de sodium dans l'eau £ 0» 4jg £ 0,95f, le 
volume de .cette solution €tant du roSme ordre ou Sgal & celui du 
liquide . dScant§, Le fcout est mSlar.gS 3, l'aide d'un vibreur et 
laissS dScanter & nouveau. La nouvelle couche du liquide surna- 
5 geant, clair, est 3. son tour erilev£e et remplacSe encore par una 
solution semblable de chlorure de sodium. Cette opSration est 
S vent uel lenient rSpStee une troisiSme fois, pour parachever le 
. lavage du gel. 

La. purification du gel de phoephate. de calcium presente une 

10. grande importance. On s'esib en effet. aper^u que les ions phosptio- 
riques, sijbsistant dans la solution, gSnent 1* adsorption de cer^ 
tains antlgdnes. Suivant la prSsente invention, l f adsorption est 
am6lior§e par l 1 Elimination de ces ioTis* Cette Elimination est 
avantageusement r$alls€e* par le lavage susindiquS du gel, aveo 

15 une solution saline ; de pre.fSrence* le lavage est effectuS par 
dilution avee une solution aqueuse de NaCl, suivie d'une dScanta- 
tion ; l 1 operation est rSpetSe plusieurs fois s'il y a lieu, II 
est particulierement recommandable d f utiliser une solution de NaCl • 
contenant k & 9 g de ce sal par litre ; en effete la dilution fi~ 

2Q. . nale du vaccin aveo une telle solution est favorable 3. lection 
du vaccin. 

Le gel final, ainsi lav€, contient gSnSralement une quant ite 
de phosphate telle que sa teneur en ph.ospb.ore par litre est de 
0,3 i 1,5 g ®t de preference .0,7' £ 0>85 g- L f analyse chimique 

25 globale conduit, pour le pfcxbsphate du ge£l, 3. une composition com- 
prise entre celles des plxosphaites dicalcique et tricalcique ; on 
trouve, en effet 1 , des rapports molaires Ca/PO^ variant entre 1,20 
et l a 45, et surtout entre 1,.25 et 1>38, ce qui correspond £ des 
rapports pondSraux Ca/P de 1,55 * 1.50* et principalement 1,62 a 

30 . 1^85 ; le rapport Ca/P en poids de la brushite, PO^CaH^I^O Stant 
1*29. et celui du CPO^Ca^ i>98* on vpit q.ue:la composition glo- 
bale du phosplxate. du gel* suivant 1* indention se situe au yoisinage 
^de PO^CaHCP0 1| ) 2 Ca 3 dont le Ca/P est de 1,J2 (rapport molaire 
Ca/P0 4 = 1,33)- 

35 Le gel obtenu est stSrilisS en autoclave i 120°C pendant 

1 {xeure, apres qubi on rajuste. le pH & 6, 8-7 » 2». et de prSfgrence 
dans la marge de 7 4 7,2, pour corriger la baisse du pE vers envi- 
ron 6,5, qui se produit au cours de la sterilisation. II est alors 
pret k servir d'adsorbant de divers antig&nes, & la maniSre con- 
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°™ Sn S ° l - 11 est bl « n I" le terme antlgSne, dans la Drf 

■> t^T. T, telS ^ t "" tfa *«- virus =„ autre., ou c«! 

► taines de leurs Tractions. ' ' . 

a LiT a ,, C ° nSt ^ S qU " aVec les P^sphates precipit^s con^ormSment 
I 1 invention, ii ast possible • d* f ai re ad80 rber au gel un ou plu- 
- eurs antigenes dirrSrenta, lorsque ce g el a dSja adsorbs 

prScedennnent un autre' antigene. Ainsi, la prSaente invention com- 
prend Sgalement la preparation de vaccins mistes par addition d'un 
jel de phosphate de calcium, ayant adsorb^ un certain antigene, 
a una solution contenant un ou plusieiirs autres antigSnes . 

Si I'on applique les rggles de prScipitation suivant la prS- 
sente invention, m ou plusieurs sortea d'antigSnes peuvent se . 
«. trouver dans le milieu de. la precipitation, plus particulierement 
dans la solution de phosphate disodiqua de depart ; on obtient 
alors d'emblee un gel renfermant des antigenes adsorbSs. AprSs ■ 
separation des eaux meres at -lavages, ce gel est capable d»adsor- 
ber encore d' autres antigenes S il est done possible d'obtenir 
des vaccins adsorbSs mixtes par des operations successive* dont 
la premiere est une . adsorption in situ, pendant la prScipitation, 
et la seconds une adsorption sur gel deja formS- 

L'invention est illustrSe non limitativement par leg exemples 
• qui suivent. 
2 5 EXEMPLE 1 

Preparation de vaccins adsorbea antipoliomySlitiques. 
A .50 a d»une solution de phosphate disodique 0,07. M, agitSe 
continuellemant a l»aide d'un vibreur, on ajoute, en 28 secondes, 
50 x d»une solution de chlorure de calcium- 0,07. M ; le pH du mS* 

30 lange est. ajustS. a 7,1 avec une, solution de soude normale, aprds 
1» addition du CaCl 2 . Las 100 x de gel de phbsphate .de calcium, 
ainsi obteriu, sont laisses au repos jiisqu'a la dScantation de 
85 t de liquide -j le liquide olair, surnageant, est sSparS par 
siphonnage et reraplacS par 85 * de solution aqueuse de NaCl a 

35 l» g/ a . 

Un deuxiSme lavage est alors effectuS. par dScantation du liquide 
salin et une nouyelle addition de 85 * d'aau a H '. # NaCi/*. Les 
100 1 de suspension obtenue sont sterilisSs a 120°C, aprSs quoi 
leur pH est aJustS a 7 ; on laisse reposer, et l'on dScante ©n- 
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suite 85 * de liquide surnageant. 

Aux 15 t de gel, restant au fond du recipient, on ajoute J.QQ * d' 
une solution aqueuse de vaccin antipoliomySlitique ; le mSlange 
est agite pendant 30 minutes 2 1'aide d'un vibreur. On laisse alors 
» reposer les 115. t de produit jusqu'i la dScantation. de 100- i de 
surnageant clair ; ce dernier est alors sgpare, ce qui laisse 15 & 
de suspension de gel de phosphate de calcium ayant adsorbs le 
vaccin antipoliomySlitique. 

A ce dernier volume s on ajoute une nouvelle portion de 100 t de 
solution de vaccin* le mSnre que la premiSre fois. Aprds vibration 
pendant no minutes, op effectue une nouvelle d§cantation de 100 % 
de liquide. 

Aux. 15 * de suspension de gel de phosphate chargS d'antigSnes 
poliomySlitiqxies, restants aprSs la dScantation, on ajoute une 
15 troisi&ae- portion de. 1Q0 t de solution au mime vaccin antipolio- 
myelitique que prScSdemment . Apr&s une. nouvelle vibration de 45 
minutes, on laisse. reposer et l r on dScante 100 % de liquide sur- 
nageant, ce qui laisse 15. % de suspension de gel. 

Ce dernier provient ainsi de 3 adsorptions successives de vaccin, 
2Q et constitue un produit fortement -concentrS en ce dernier. II est 
a noter qu'aft cours des decant ations sus-indiquSes, le liquide 
surnageant Stait toujours inactif, ce qui prouve que le vaccin 
etait compl§tement adsorbs* 

Aux 15 jt de suspension, finalement obtenue* on ajoute 85 % d f une 
25 solution de NaCl i 4 g/*, renfermant 25. p. p.m. d'hyamine. Le melan- 
ge est a nouveau agite a l*aide d'un vibreur ; on effectue, aprSs 
repos, tine dScantation de 85 t de liquide ; aux 15 z du gel finale- 
ment obtenu on ajoute 85 t d'une solution a 4 g/ji de NaCl renfer- 
mant 25 ppra d'hy amine. Le vaccin rSsuitant est 3 fois plus concen- 
tre que le vaccin initial, et 41 est exempt des constituants du 
milieu de. culture. . . 

En ce : qui concerne la teneur en . phosphate, de calcium, elle corres- 
pond, dans l$s 100. 1 de produit final*, a. 0,897 g/z de phosphore 
elementaire et 1,5 g/ 1 de calcium. Ainsi, le rapport pondSral 
35 Ca/P est de 1,68 (rapport atomique 1*292) dar.s le gel final, alors 
qu^n a utilisS, au dSpart, 1 mole de CaCl 2 pour l de P0^HNa2 
c'est-a-dire rapport Ca/P pondSral 1,29. (atomique : 1) ; en fait, 
tandis que la totalitS de Ca a pr6cipit§, une par tie de l f ion 
phosphorique est rests en solution, dans le liquide surnageant 



30 
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eliminS ; on a trouve notammerit .0,31. g de P par litre de liquide 
clair de la premiere decan^ation. 
E2EMPLE 2 

Preparation d'un. vaccin antirabiq.ua, 
5 Les operations sont celles de l'exemple 1, mais la solution 

de .vaocin antipoliomySlitique est remplacee par une suspension 
virale obtehue par culture sur cerveau de mouton. On prepare d» 
..abord par broyage ou tout autre precede une suspension homogene 
du cerveau conteriant le virus. AprSs la derriiere dScantation du 
la liauide surnageant,. celui-ci est remplace par une solution de 
ohlorure de sodium £.9 g/A.. 

Des preparations simiiaires sont obtenues par la culture du virus 
au cerveau de souriceau ou par culture cellulaire. 
EXEMPLE 3 

15 Preparation d'un. vaooin mixte. 

On prSpare d' abord. une suspension de ph.ospb.ate de calcium 
prScipite" in situ dans une solution conteriant les vaocins antidi- 
phtSrique et antitStanique.' On laisse reposer les 100. x de sus- 
pension, ainsi obtenus, 3usqu»a ce que les V5 du liquide soient' 

20 dScantSs, aprSs quoi, on erileye le liquide clair surnageant. 
A la suspension du gel restante on ajoute 100. a d'une solution 
da vaccin antipoliomySlitique, et. le tout est agitS pendant 30 
minutes a l«aide d»un yibreur. On laisse. erisuite reposer pour 
decanter, et l»on. sgpare a nouveau le liquide surnageant. Ensuite, 

25 on ajoute un nouveau volume de 100. a de solution de vaccin anti- 
poliomySlitique,. on agite. de nouveau pendant une demi-heure et 
on laisse dScanter, de fason 2 n* avoir plus finalement que 20 A 
de produit (cette operation peut Stre rSpStSe plusieurs rois) , 
qua l*on complete ensuite. avac 80 A de solution da NaCl. a H g/A 

30 . contenant 25 pp» d» by amine. •* 
. E2EMPLE 4 

Preparation d»un vaccin mixta.."' . " S '. 

On prepare, suivant : i»a*emple 1„ " 25- A de vaccin antidiphtS- 
rique, adsorbs sur du phosphate de calcium, 4 rois concentre, 
35 25. a de vaocin antitetanique de mSme type et concentration, et 
25 A de vaccin antipoliomySlitique similaire. On mSlange les 3 
volumes de 25 A et on leur ajoute 25 a de gel de phosphate de 
calcium obtenu comme a l'exemple i.. On a un vaocin mixte anti- 
diphterique-antitStanique-antipoliomySlitique adsorbs sur gel 



03/07/2001 WED 10:44 [TI/RI NO 8399] @009 



07/03/01 15 : 45 PATENT EXPRESS ■> 404 815 6555 



NO. 735 P010 



72 12036 8 218 145-6 

de ph.osph.ate. de calcium. 

Dans une autre operation similaire,. les 25 * de gel de phosphate 
sont remplac§s par 25 I de vaccin anticoquelucheux, adsorbe sur 
phosphate de calcium, 4 fois. concentrS ; on obtient ain&i un vac- 
5 cin mixte quadruple. 
EZEMPLE 5.- 

Melange avec un vaccin lyophilisS. 

Dahs cette preparation, oh emploia 50 X de suspension de gel 
ay ant adsorbs les vaccins antidiphtgrique et antitetanique, prS- 
1Q . paris selon un des, exeiriples prScSderita, pour dissoudre un vaccin . 
lyophilise* Ce dernier est constitus par. 50 00.0 doses de vaccin 
antirougeoleux att§nu§> lyophilise. Apres dissolution du vaccin 
lyophilise, le melange est prSt. A l'injaction. 

EXEMPLE 6 

15, Amelioration d'un- vaccin antitStanique adsorbe. 

Un vaccin antitStanique eat prSparS par l f adsorption au 
moyen d»un gel de phosphate de calcium forme in situ dans les 
conditions de l'eiemple 1.7 Pour ameliorer sa qualite, et §viter 
les reactions d* intolerance' auxque lies il'donne souvent lieu, oh 

2Q . laisse reposer les 1Q0 % de suspension jusqu'5. decantation des 

%5% de son volume ; le liquide clair surnageant est alors siphon- 
ne et remplace par une solution aqueuse de chlorure de sodium 3. 
4 g/t 9 additionnSe d ? un antiseptique & dilution convenable. Cette 
operation est rSpetSe une 2Sme fois, et le vaccin ainsi obtenu ne 

25 donne plus aucune reaction secoridaire. 
EZEMPLE 7 

Amelioration d'un vaccin anticoquelucheux. 

Les vaccins antlcoquelucheux contieiinent souvent mSme aprSs 
lavage des germes, des substances nociyes qui s f adsorbent mal et 

30 . qui, aprSs'. infection dans 1 'organisme, peuvent causer des reactions 
secondaires, Ces sub stances nocives peuvent. d'.ailleurs Stre s&cv€~ 
tees par les games, pendant le vieiliissement ' du vaccin. Afin 
d'Sviter ces in convenient s, oh a lave, de la Taqon suivante, le 
gel de phosphate de calcium ayaht ads orb € du. vaccin anticoquelu- 

35 cheux. 

100 ml de suspension de ce vaccin adsorbs sont laissSs en chaxribre 
froide pendant 48 heures. Tout le liquide clair surnageant est 
s§par6 et remplacS par une solution saline & 9 g NaCl par litre, 
contenant une dose convenable d f antiseptique- Le liquide surna- 
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5 ^itiaT Tl 'I*" 0 " Si » ilai -- « a latss* la suspension 

^ " traitement . deer It ci>HRR«iio 
mani&re le t M **o * aessus, a etg effectue. De cetto 

le traitement a SU^ning non seulerient les substances 
nocives. prSsentas des ie dSbufa suoatances 

w „ ^ aeDut,. mais Sgalainent. cellea aua ie« m-f- 

EXEMPLE 8 

Quatre preparations de vaccin antidiphterique sent effectuees 
• dans, lea conditions analogues * celle* de 1'e.elpie lf iJZxlZTn 
de .vaccin anti^oUomyelitique etant re*piacee par celL I TJT 

solution de phosphate disodique de concentration 0,0 7 M a 0 0735 M 
covenant Lanato^ine, et- 1 litre de solution de CacL O.Oj l l 
0,0735 M. Cette. derniere est ve^ e dans la premier eAo us asitV 
20 D?° n ' pSndant ^ temPS dirf$r9nt pOUr c& * cune operations A a 

A ............ 1Q seeondes 

B ...„...,.. iq minutes 

" c 20 minutes 

„ D 30 minutes 

25 Apres la precipitation diphosphate de calcium, le pH de la sus- 
pension aqueuse obtenue est mesure. puis amenS a i a m€me valeur 
de 6,85 dans les quatre cas, par 1' addition de NaOH N. 
Les rSsultats. des. determinations de la Vitesse de dScantation et 
de diverses analyses/ effeetuee* sur .les suspensions A It D. sorit 
-5u donna's ci-apres.- . 

Ajustement du pi* des suspensions.de. phosphate de calcium.' 

" ' . TABLEAU I 

4.4 PH en: rin.de ml NaOH N ne - cess aire! 
Preparation prScipitation pa r litre de suspension 
35 • P<*ur. anener. le. pH a. 6, 85 

A 5,7 I^Ti 

B 6,5 i,2 

C 6,0 7#0 

D 6,05 5 »2 
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On voit que l a suspension, bbtenue par une « . 
«nt rapide U) . prSsente ^ 
Decantation. . • • 

Apris 1 'abatement du pH, on determine i« vitesse M , 
' txo„...ur 50 ml de cfcacune de* suspensions a iVltlll ^ 



1Q 



Braids d e JO .nes^ant „ s „ „ e W ' «>«<>™"«« 



les haute u 
ndiqu^s au 
TABLEAU II 

" Haute^. ea ^ de. ^c^tA en Unction d u temps 

- ^ : : c : ~^ : — 

5 minutes 2 , 5 48 48 ~ 

15. 10 minutes '3,3 82 8^5 o 

20 minutes 6,3 92 . 9 f * 

11X15 • 21 - 2 WCL" 95 9 l 

I7heures 8 5> 0, 1Q5 iQ5 °* 

• II ressort de ces ^ures q Ue - la vitesse de sedimentation de la 

20 LliH SUiVSnt 1, Wntlw beaucoup plus lente que 

celle es suspensions P^parSea i lft nari i Sre classique (b,C;D) 
c est-a-dire par addition progressive de CaCl 2 ft une solution de 
puospaate disodique. En g TOS , la decantati.n I la suspension T 
est environ 20 fois plus lente que celle des suspensions B, C ou 
25 O-, durant les 10 premieres minutes. 

D'autres essais ont conduit a la constatation que l es gels de 
phospnate de calcium presentent les qualites amSliorees, suivant 
l«inve«tion, lorsque leurs suspensions aqueuses, sensiblement 
0,035 molaires (environ 1,4. g Ca/* et 1,08. g P/i), decantent de 
1 a 20 mm, et de prSfSrence da 2 i 10. mm, pendant les dix pre- 
. su-Sres minutes a 20- C ; des vaccina partlcuiierement bien adsorbes 
et raciles ainjecter sont obtenUs . aveo- des suspensions du type A 
ne dgcantant pas de plus de 6 am. en 10 minutes. 

Les vitesaes de sedimentation du gel A, du- tableau II, „. C nt 
35 pratiquement pas vari*. aprds un ou deux lavages de ce gel par 
decantatxon, avec une solution de H g NaCl par litre d'eau. 
Pouvoir adsorbant. 

a, ^ s ^ P ensions de gels A,B,C,D, ayant adsorb* de 1» anatoxin* 
diphterique au cours de leur preparation dSorite plus haut, ti- 



30 
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s leur 
:u- 
sui- 



A ........ ^ . Q ... 

B 5Q .Uf/ m i 

<? . 5 Uf/jnl 

D .. ... vt/ml 



1Q 



15 



20 



25 



II est .one visible que le * pfc OS ph a ^ I'*™ 
leur xailieu aqueu*, de PanaL^T lais 8en t, dans 

tandis que le gel suivantTL^ti , (5 * 5 * Uf/ml >* 

ment. . • 1 a^orbe. celle-ci intSgrale- 

D'autra part, le i ava g e du x A dScantafcion ■ 

tion aqueuse a « g NaCl. par lit** £ d M avee one aolu- 

**ne dans la aolutton sa Lne 4 ^ apres ^ ™ ? * W °" 
lavages. P Un » ni 5 la aua -te de deua 

Teneurs en Ca et P des gels, obterius. 

Xante's 8USP « nSi °* 8 A * * des liquid e s 

aecantia ainsi que. des. gels eux-xnSmea, ont :conduit au* results 
raaseribles a« Tableau 111 ci- aprSa . Dan8 ce tableau, "s^rs 
Zl\T ' ^tr. : cela veut dire ^ ^ 

UaSe l et / JU3tement 4U PH 4 »■*••«« part, dans le 

TTntl ' ^ d5Cantati - ^ phosphate precipite ; 

f* 1 * s ^"«io„ ramenee a son volume initial p& ; 
addxtxon d'eau distillee,. a la place du liquide decants". 
Les rapports Ca/P au Tableau ill. sont pondSrau*. 

" ' TABLEAU III 

• A ' B . • c n . 



iQ sec IQ'mn 2Q ma ,30 m 
1,32 .1,28 1,28 1,34 . 



3° Purge* d'addttibit' de . 

CaCl 2 pendant la pre- 
cipitation 

Rapport Ca/P des 
rSactifs utilises 

Suspension initiaie 

35 entiere ca 1,MQ 9 . ^,.^8 l,l»28 i,ii 3 8 

Liquide decants Ca .0,026 0,068 0,.Q40 0,046 

„ , „ - p °» 3:l5 0»-117. 0,19.7 0,172 

liau?S a lf de S ° n £ a ^00. . 1,388 1 392 

pendu dans 1'eS * 755 1 *° 33 °' 923 °» 8 9 8 

Ca/P i,.83 1,35 1,51 1,55 
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Ces rSsultats demontrent que la precipitation tres rapid*. (A) con- 
duit 1 un milieu liquida renrermant moins de Ca et beaucoup plus 
. .d'iona phosphoriques que les Uquides des prSoipitations class'i- 

ques (.B,C,D) ; par centre, la phosphate prgcipitS est bieri plus 
5 riche en calcium ; rapport Ca/P = i,83 centre 1,35 a 1,55. 

"Bien que le phosphate D se rapproche, au point de vue de - sa compo- 
sition, de la limite infSrieure CCa/P = 1,55) de celui de 1 'in- 
vention, il en diffSre cependant fortement par ses propriStes 
physico-chimiques : on a vu plus haut que 'sa dScantation en 10 
minutes est de 89 mm, soit 23,5 *ois celle du gel A, ce qui est dQ 
a une structure granulaire, prSjudiciable a 1 'administration pa- 
rant€rale. On a vu ggalement que le pouvoir d r adsorption du phos- 
phate D laisse a dSsirer- 

Lorsque le gel de phosphate A a subi deux lavages avec. du 
15 NaCl a 4 *g/z, a la mani&re decrite au d£hut de I'ejcemple 1, et sa 
suspension a ete ramenee au volume initial, on ne trouve plus que . 
0,06 g P/litre dans son liquide clair ; la teneur en Ca y est de 
0,.03 g/fc- La concentration en ions phosphoriques, ainsi ahaiss^e, 
n'est plus gSnante, alors que le phosphate precipitS a pratique- 
20 ment la mSme composition qu'avant les lavages ; on trouve, en 

effet,. un rapport pondSral Ca/P de l,".8l '.contre 1 , 83 avant lavages. 
Globalement, Ca/P' 5 1,8 correspondait a PO^CaH. 2(P0 i ,) 2 Ca 3 - 

Bien que la concentration en phosphate dans les vaccina, 
suivant 1* invention, puisse varier dans de larges limites, elle 
25 est pratiquement en general telle *qu f il y ait 1 & 2 g de Ca et 

0,56 i 1»^3 g de P par litre. Cependant, et e'est ia uh des. avan- 
tages de 1* invention, le vaccin peut Stre conserve sous la Tonne 
d , un concentre stable, constituS par un gel de phosphate a environ 
5 a 2Q g de CsL et, respectivement, environ 2,8 a 14,3 g de P par 
30 • litre. 
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adSf Jr PrOCSd§ perfeotio ^ g la preparation d'un vaccin 

TZ lZ ~ ^ 9h08Ph " ta ^ ° alCi -> la 1- •» contact 

qu une solution de chlorure de calcium dans 1'eau est versee le 
Piua rapidement possible, da presence en moins de 3 m^es 
dans une solution accuse de phosphate: disodique agit^t "ue 

• fin de 1 'addition du chlorure de caelum, a une valeur tJs voi- 
ITlt l "I n ° tanUOent 6,8 * V- ^..^ etant enauite decan- 



1Q 



i5. 



2.- Procede suivant la revindication . 1, caractlrisg en ce 
que chaoune dea deux solutions mel.angeea a une teneur en le sel 
corresponds de. o.Ol * a 0,5 M, et de preference de 0,05 M et - 
0,1 M, lea volumes respec.tifs de ces solutions etant tels qu'il y 
ait en presence sensiblemerit 1 mole de PO.HNa, pour 1 mole de 



CaCl 2 . 



2Q 



25. 



3. - Procede suivant la revendication 1 ou 2, caractSrisS en 
ce que 1' addition de chlorure de sodium est effectuee en 1'espace 
3e 2 i 30 secondes- 

4. - Procede suivant une des revindications 1 a 3 , caractSrisS 
en ce que les operations ont lieu a une temperature de 5° a H0°C. 

5. - Procede suivant une des revendications 1 a 4, caractSrise 
en ce que le melange reactionnel est laisse au repos jusqu'a ce 
que 80 a 90% de son volume total soit aeparS en une couche sur- 
nageante de iiquide clair. qui est . ensuite evacue, cea repos et 
evacuation etant de preference repetes 2 4 4 fois. 

. 6.- Proc6de suivant la revindication 5j caracterisS en ce 
que le Iiquide olair, evacue, eat remplace par une solution ateV 
rile de NaCl, de preference .4 4r%9 g par litre. . 

.7.- ProcSde- suivant Sme dea. revendicationa 116, c'aractSrisS 
en ce qu'un ou plusieurs antigShes, en milieu aqueux, -aont d'abord 
adsorbes par melange avec le gel de phosphate de calcium, le gel 
35 resultant est lave par depot., separation du Iiquide surnageant,. 
et replacement de ce dernier par une solution saline, une ou plu- 
sieurs fois, et qu'ensuite un ou plusieurs antigenes d'une autre 
nature, Sgaleiuent en milieu aqueuat, sont adsorbes par le mSme gel 
renfermant dSJ4 le ou les premiers antigenes, et le gel. ainai 
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obtenu, est lave. 

.8.-- ProcSdg suivant la revendication 7, caractSrise en ce 
que la prendre adsorption a lieu par precipitation du phosphate 

■ 9.- Vaccin adsorbs 3ur diphosphate de calcium I i-6tat de 
gel aqueux, caractSrise en ce que le rapport entitle poids de 
calcium et celut de phosphore, combines dans le phosphate, est 
de 1,55 £ l,.90.et de pr§rSrence 1,62 a 1,85. 

1Q-.-. Vaccin suivant la revendication 9, caractgrisS en ce 
due sa teneur en Ca est d'ehviron 1 .3. 2 g/* et celle de P respec- 
tivement d f environ 0,56 Z 1,43 g/*. 

11. - Concentrg de vaccin suivant la revindication 9 ou 10, 
caractSrisS en ce qu'il rebferme. environ 5 i 20 g de Ca et res- 

15 pec tivement environ 2,8 & 14,-3 g de P par litre. 

12. - Gel aqueux de phosphate de calcium pour l f adsorption 
d'antigSnes, caractSrisg en ce que le calcium et le phosphore y 
contends sont combines dans les rapports pondSraux Ca/P de 1,55 
§. 1,90 et plus particuliSrement de 1,62 i 1,85. 

2Q 13 Gel suivant la revendication IZy caractSrisS en ce qu'il 

.renferme 5 3. 20 g de Ca pour 2,8 IL 14,3 g de P par litre. 

14.- Vaccin adsorbe, suivant la revendication 10, caract§ris£ 
en ce que la hauteur de son liquide qui dScante. en 10 minutes est 
de 1 i 20 mm 5. 2Q°C, et de preference de 2 a 10 mm. 
2 5. *5-- Gel suivant la revendication 12, caractSrisS en ce que 

la hauteur de son liquide qui dScante en 1Q minutes, a 20°C, 
est de 1 i 20 mm* 
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